



DIAGNÓSTICO SEROLÓGICO, HISTOPATOLÓGICO Y MOLECULAR DE 












UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MANIZALES 
FACULTAD DE SALUD 





DIAGNÓSTICO SEROLÓGICO, HISTOPATOLÓGICO Y MOLECULAR DE 





YENNY PAOLA PICÓN BONILLA  
 
Proyecto de grado para optar al título de Magíster en Salud Pública 
 
Tutor 








UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MANIZALES 
FACULTAD DE SALUD 




Introducción. La Leishmaniasis es una enfermedad zoonótica parasitaria de alto 
impacto en la salud pública a nivel mundial y uno de los reservorios más importantes es el 
perro; la enfermedad es endémica en Colombia y causa un número de muertes cada año. En 
los departamentos del Tolima y Huila,  
Objetivo. Determinar mediante técnicas serológicas, histopatológicas y moleculares 
la presencia de infecciones con Leishmania spp. En caninos de los departamentos del 
Tolima y Huila. 
Métodos. Se analizaron muestras sanguíneas de 155 caninos sospechosos de la 
enfermedad, con la prueba Kalazar detect, específica para Leishmania. Los animales 
seropositivos fueron sacrificados por disposición de la Secretaria de Salud correspondiente 
y 9 de ellos, donados por sus propietarios, fueron llevados a necropsia, los órganos con 
lesiones presuntivas de la enfermedad se procesaron mediante la técnica histopatológica 
hematoxilina – eosina. Para la confirmación de la presencia de protozoarios del género 
Leishmania spp. en los órganos afectados, se amplificó un fragmento de 314 pb del gen 
conservado ITS a través PCR convencional.  
Resultados. De los 155 animales muestreados, 19 fueron seropositivos, para una 
prevalencia del 12,3% de Leishmaniasis canina en los departamentos de Tolima y Huila; 
adicionalmente, se encontró asociación entre las variables eco epidemiológicas con un nivel 
de significancia (p<0,05) mediante la prueba Ji cuadrado debido a la presencia de plagas, 
número de animales por vivienda, viajes, sexo del animal. Al análisis  histopatológico se 
evidenciaron amastigotes en los tejidos afectados posterior a la revisión serológica y 
clínica. Se logró la detección molecular a partir de 3 muestras de riñón, bazo, linfo nodo y 
piel por PCR. 
Conclusiones: se observa la presencia de Leishmania spp. En caninos de zonas endémicas 
de la enfermedad, lo cual constituye un riesgo para la salud pública humana. 




Introduction. Leishmaniasis is a zoonotic parasitic disease with high impact on 
public health worldwide and one of the most important reservoirs is the dog; the disease is 
endemic in Colombia and causes a number of deaths each year. In the departments of 
Tolima and Huila. 
Objective: Determine, through serological, histopathological and molecular 
techniques, the presence of infections with Leishmania spp. in canine of the department of 
Tolima and Huila. 
Methods Blood samples from 155 canines suspected of the disease were analyzed 
with the Kalazar detect test, specific for Leishmania. The seropositive animals were 
sacrificed by order of the corresponding Ministry of Health and 9 of them, donated by their 
owners, were taken to necropsy, the organs with presumptive lesions of the disease were 
processed by histopathological hematoxylin - eosin technique. For the confirmation of the 
presence of protozoa of the genus Leishmania spp. In the affected organs, a fragment of 
314 bp of the conserved ITS gene was amplified through conventional PCR. 
Results: Of the 155 animals sampled, 19 were seropositive, for a prevalence of 
12.3% of canine Leishmaniasis in the departments of Tolima and Huila; additionally, an 
association between the eco epidemiological variables with a level of significance (p<0,05) 
was found by means of the Chi square test due to the presence of pests, number of animals 
per dwelling, trips, sex of the animal. Histopathological analysis revealed amastigotes in 
the affected tissues after serological and clinical review. Molecular detection was achieved 
from 3 samples of kidney, spleen, lymph node and skin by PCR. 
Conclusions: the presence of Leishmania spp. in canines from endemic areas of the 
disease, which constitutes a risk to human public health. 
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Este documento contiene un estudio de diagnóstico epidemiológico en zonas 
endémica de Leishmania spp, causante de la leishmaniasis cutánea, muco cutánea y/o 
visceral, la cual es endémica en Colombia y en 97 países a nivel mundial. Esta enfermedad 
transmitida por vectores del genero de Lutzomya spp. o palomilla blanca que afecta a la 
población y genera un importante número de muertes por año. 
La unidad muestral de esta investigación fueron los caninos de zona focal y peri 
focal con presentación de leishmaniasis en humanos en las regiones de Huila y Tolima. El 
objetivo fue determinar la presencia de infecciones con Leishmania spp. y para lo cual se 
utilizaron técnicas de diagnóstico de tipo serológico, histopatológico, molecular y eco 
epidemiológico y sus respectivos resultados enmarcados en un estudio de tipo transversal 
con su correspondiente análisis estadístico y las condiciones éticas necesarias y de bienestar 
animal para su realización. 
Este proyecto en su versión preliminar fue presentado en el encuentro nacional de 
investigaciones pecuarias ENICIP organizado por la Universidad de Antioquia en la 
modalidad de poster en Octubre de 2017 y aceptado por XXXVI Reunión Anual de la 
Sociedad Española de Epidemiología (SEE) y del XIII Congresso da Associação 










La leishmaniasis es una enfermedad de distribución mundial y un problema de salud 
pública y veterinaria en el sur de Europa, Oriente Medio, África y América del Sur, con 
gran impacto en regiones tropicales y subtropicales principalmente en Brasil donde se 
presenta el 96,6% de los casos de América Latina. Se calcula que cada año se producen en 
el mundo entre 0,6 millones y 1 millón de casos nuevos (3). A nivel nacional en el 
departamento de Huila y Tolima desde el año 2002 y 2004 se han presentado casos de 
importancia epidemiológica. En los últimos 6 años han sido notificados brotes de 
leishmaniasis registrados en la región sur del departamento del Tolima y en el municipio de 
Neiva, capital del departamento de Huila (7), Para el 2017 fueron notificados 325 casos en 
humanos el Tolima  y 4 para el municipio de Neiva con la mortalidad de 1 niño.  
Teniendo en cuenta que la leishmaniasis afecta a los animales y al hombre  se genera 
cuestionamientos acerca del papel que pueden jugar los caninos con respecto a la 
positividad o reactividad a la enfermedad evidenciada en humanos. El estrecho contacto del 
perro como animal doméstico aunado a su papel como hospedero del parásito tanto en 
forma clínica como subclínica merece atención particular y la necesidad de abordar la 
problemática eco epidemiológica de la leishmaniasis en las regiones de estudio mediante 
análisis serológicos, histopatológicos y su confirmación mediante técnicas específicas de 









3 PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 
La leishmaniasis es una enfermedad causada por protozoarios del género 
Leishmania, transmitida por insectos dípteros del género Lutzomyia, afecta a animales 
domésticos, silvestres y al hombre, en quien puede producir lesiones cutáneas, mucosas o 
viscerales (1), e induce cuadros clínicos de forma cutánea, mucosa o visceral y subclínicos 
de difícil tratamiento (2). La enfermedad, afecta a las poblaciones más pobres del planeta, 
está asociada a la malnutrición, los desplazamientos de población, las malas condiciones de 
vivienda, la debilidad del sistema inmunitario y la falta de recursos; así mismo, está 
vinculada a los cambios ambientales, como la deforestación, la construcción de presas, los 
sistemas de riego y la urbanización. Según las estimaciones de la Organización Mundial de 
la Salud (OMS), más de 20 millones de personas están infectadas con algún tipo de 
leishmaniasis, cada año se producen entre 700.000 y un millón de nuevos casos y entre 
20.000 y 30.000 defunciones (3). Leishmania spp. es responsable de cerca de 2 millones de 
casos de leishmaniasis anuales en todo el mundo, de los cuales 1,5 millones son de tipo 
cutánea y 500.000 casos de tipo visceral, la cual es generalmente fatal si no se trata a 
tiempo (4). 
Aproximadamente un 95% de los casos de leishmaniasis cutánea se producen en las 
Américas, la cuenca del Mediterráneo, Oriente Medio y Asia Central. Más de dos terceras 
partes de los casos nuevos aparecen en seis países: Afganistán, Argelia, Brasil, Colombia, 
República Islámica de Irán y República Árabe Siria. En España se reporta una tasa media 
anual de hospitalización de 2,8/100.000 habitantes, donde 2.273 (83,6%) son afectados por 
la leishmaniasis visceral, 98 (3,6%) por la forma cutánea y en 368 (13,4%) no se logró 
especificar el tipo de leishmaniasis (5). 
En las Américas se observa una amplia gama de manifestaciones clínicas causadas 
por múltiples especies de Leishmania filogenéticamente distintas. Aunque algunas de esas 
manifestaciones se asocian con más frecuencia a alguna especie o subgénero en particular, 
ninguna es exclusiva de una especie. Además hay una proporción considerable, pero 
variable, de infecciones asintomáticas (6). Más del 90% de los casos de leishmaniasis 
mucocutánea se producen en el Brasil, el Estado Plurinacional de Bolivia, Etiopía y el Perú 
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(3). La leishmaniasis visceral, conocida como kala azar, afecta principalmente poblaciones 
con limitados recursos económicos y países en desarrollo, en más del 95% de los casos es 
mortal si no se trata; en el mundo, cada año se producen entre 50.000 y 90.000 casos 
nuevos de leishmaniasis visceral, de los cuales, más del 90% ocurren en Brasil, Etiopía, 
India, Kenya, Somalia y Sudán del Sur (7). 
En Colombia, así como en otros países tropicales, la leishmaniasis es una 
enfermedad endémica (8), la forma visceral de la leishmaniasis es la segunda presentación 
clínica con mayor prevalencia, después de la forma cutánea (9); se presenta en zonas 
rurales y ha sido reportada en todo el territorio colombiano, desde la Costa Pacífica, la 
Costa Caribe, incluida la Guajira, a la región Andina e inter-Andina, el Oriente del país y el 
Amazonas, a excepción de San Andrés Islas y Bogotá (10).  
Durante la década de los 90, en el país, se notificaban en promedio 6.500 casos 
nuevos de leishmaniasis por año, cifra que aumentó progresivamente al punto de pasar en 
los años 2005 y 2006 a cerca de 20.000 casos cada año notificados al sistema, luego, se 
evidenció un descenso, de tal forma, que para el 2008 se notificaron 8.239 casos, volviendo 
a presentar picos súbitos en los años 2009 (15.445 casos), 2010 (14.837 casos), 2014 
(11.657 casos) y 2016 (11.850 casos). Se presentan las tres formas clínicas de la 
enfermedad, siendo la más frecuente y la de mayor distribución geográfica, la leishmaniasis 
cutánea (entre 95% y 98% de los casos); la leishmaniasis mucosa, que es el resultado de la 
diseminación del parásito, y que se puede presentar de semanas a años después de la lesión 
cutánea (1% a 4%) y leishmaniasis visceral (entre el 0,1 y 1,5%) (11, 12); y una 
notificación anual estimada de 8.500 casos entre leishmaniasis cutánea y visceral (10), con 
alrededor de 11 millones de personas en riesgo, cuya transmisión se da principalmente en el 
área rural. (11, 12).  
Para el trienio 2008-2010, la incidencia de Leishmaniasis cutánea y mucosa se 
incrementó en 46,2 y 0,7 por cada 10.000 habitantes respectivamente(10).La leishmaniasis 
visceral es endémica principalmente en el Valle del Río Magdalena y sus afluentes y la 
existencia de focos en Tolima, Huila, Cundinamarca, Bolívar, Córdoba, Sucre, Santander y 
Norte de Santander que corresponden con la distribución de Lutzomyia longipalpis (13). Es 
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así como, entre 2008 a 2016 se notificaron 211 casos confirmados de leishmaniasis 
visceral; el 97,2% procedentes de los departamentos de Bolívar, Sucre, Córdoba, Huila, 
Tolima y Cundinamarca, con distribución en 33 municipios del territorio nacional. El 
68,7% de estos casos se concentraron en los municipios de El Carmen de Bolívar, Ovejas, 
San Andrés de Sotavento, Tuchín, Neiva y Sincelejo (11, 14). En el departamento de Huila, 
entre 2009 y 2017 fueron notificados 24 casos, 4 (16,7%) en 2009, 7 (29,2%) en 2012, 1 
(4,2%) en 2014 y 2015, 4 (16,7%) en 2016 y 7 (16,7%) en 2017 (15).  
Dependiendo de la fuente de la infección humana la leishmaniasis puede agruparse 
en dos grandes categorías: zoonóticas, cuyos huéspedes reservorios son animales salvajes, 
comensales o animales domésticos, y antroponóticas, cuyo huésped reservorio es el ser 
humano. Los animales domésticos y selváticos infectados por Leishmania pueden presentar 
signos evidentes de infección o no presentarlos. No obstante, algunos mamíferos, como el 
perro, que es huésped reservorio de la leishmaniasis visceral por L. infantum, pueden morir 
de la infección. En el perro, los parásitos son abundantes en las vísceras y la dermis, desde 
donde son captados fácilmente por los vectores (6).  
Los caninos infectados por Leishmania spp., representan un riesgo potencial de 
contagio para los humanos (16), estos animales pueden desarrollar la enfermedad clínica 
pero también pueden estar infectados y no desarrollar síntomas (forma asintomática), 
constituyéndose como una potencial fuente de infección para insectos flebótomos y su 
transmisión al humano (1, 17). La detección de animales positivos constituye un paso 
inicial para establecer medidas de control apropiadas. Para ello, se puede aproximar al 
diagnóstico desde el punto de vista clínico, a partir de animales con signos compatibles y 
observación histológicas de las lesiones (más aun en zonas endémicas o de reportes de 
brotes). No obstante, en las formas subclínicas se deben explorar otras estrategias de 
diagnóstico que incluyen técnicas serológicas y de PCR (18-20). 
Por tanto, se plantea la pregunta de investigación: ¿Cuál es la prevalencia de 
Leishmania spp. mediante técnicas serológicas, histopatológicas y moleculares en 




Un factor de alto de riesgo de transmisión de la leishmaniasis a poblaciones 
humanas es el alto número de canidos callejeros en las regiones endémicas y vulnerables, 
donde las condiciones sanitarias, disposición y manipulación de residuos (líquidos y 
sólidos), la cercanía a zonas boscosas y cultivos, entre otros, son adicionalmente, 
condiciones apropiadas para la permanencia del agente infeccioso (21). 
El estudio de brotes notificados y documentados de leishmaniasis registrados en la 
región sur del departamento del Tolima y en el municipio de Neiva, capital del 
departamento de Huila, generan cuestionamientos acerca del papel que pueden jugar los 
caninos con respecto a la positividad o reactividad a la enfermedad evidenciada en 
humanos. El estrecho contacto del perro como animal doméstico aunado a su papel como 
hospedero del parásito tanto en forma clínica como subclínica merece atención particular y 
la necesidad de abordar la problemática eco epidemiológica de la leishmaniasis en las 
regiones de estudio (22, 23). 
En Colombia y en particular en las regiones del sur del departamento de Tolima y 
otras regiones aledañas del departamento del Huila, incluido el municipio de Neiva, se 
carece estudios de diagnóstico e identificación molecular de las especies de Leishmania 
spp. circulantes que permita obtener información precisa del ciclo epidemiológico del 
parásito, comportamiento y distribución de la enfermedad, así como de las lesiones 
histopatológicas. Esta información constituye una herramienta valiosa para el diseño, 
producción y evaluación de nuevas estrategias de prevención, vigilancia y/o control y 





La enfermedad se presenta en diversas formas que incluyen la subclínica 
(inaparente), localizada (lesiones de piel), e infecciones diseminadas que comprenden una 
forma cutánea, una mucosa y otra visceral altamente mutilante (24).Las características 
clínicas de la leishmaniasis cutánea tienden a presentar variaciones entre las regiones y 
dentro de una misma región, dependiendo de las especies del parásito o del tipo de ciclo 
zoonótico en cuestión, del estado inmunitario del paciente y, quizás también, de un 
condicionamiento genético de la respuesta del paciente. La leishmaniasis cutánea es la 
forma más frecuente de leishmaniasis, y produce en las zonas expuestas del cuerpo lesiones 
cutáneas, sobre todo ulcerosas, que dejan cicatrices de por vida y son causa de discapacidad 
grave. La leishmaniasis muco cutánea, conduce a la destrucción parcial o completa de las 
membranas mucosas de la nariz, la boca y la garganta (3). 
La leishmaniasis visceral es causada por parásitos del complejo L. donovani, L. 
infantum, y se han descrito algunos casos por L. tropica; en las Américas, Leishmania 
infantum (L. chagasi) es su principal agente etiológico. La mayoría de las infecciones son 
asintomáticas, algunas víctimas acaban padeciendo leishmaniasis visceral clínica; su 
periodo de incubación oscila entre 10 días y más de un año, y el inicio de la enfermedad 
suele ser gradual. Los síntomas frecuentes son fiebre, malestar, escalofríos, pérdida de 
peso, anorexia y molestias en el hipocondrio izquierdo; y, los signos clínicos frecuentes son 
esplenomegalia no dolorosa a la palpación, con o sin hepatomegalia, consunción y palidez 
de las membranas mucosas (6). 
Los perros son considerados el reservorio más importante de L. infantum y 
manifiestan un parasitismo intenso en el bazo y la médula ósea en el curso y progreso de la 
enfermedad subclínica a la forma clínica. La multiplicación de dichos parásitos en el canido 
permite que este animal sirva de origen frecuente de infección por vectores Lutzomyia spp, 
encargados de transmitir el parásito al humano. El protozoario coloniza los órganos 
internos a partir de lesiones cutáneas, donde infecta macrófagos en la medula ósea, nódulos 
linfoides, bazo e hígado, así como los riñones, el tracto gastrointestinal y ocasionalmente 
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signos nerviosos (25). Las lesiones macroscópicas incluyen hipertrofia de los nódulos 
linfoides, dermatitis peri orbital, nasal o diseminada, onicogrifosis, pelo corto y edema en 
las extremidades (26).  
A nivel clínico diagnostico en los caninos como en los humanos pueden presentar 
signos clínicos compatibles y concomitantes con diferentes enfermedades de tipo 
parasitaria y bacteriano en los perros como Erlichia, Babesia, Neospora y Anaplasma las 
cuales pueden presentar reactividad simultanea mediante pruebas de ELISA e IFI, y 
diagnosticarse por PCR respectivamente, mostrando, adicionalmente, sintomatología 
similar en estadios agudos y crónicos (27). 
Se ha encontrado asociación significativa entre la leishmaniasis visceral, caninos de 
localización peri doméstica y la presencia de áreas verdes cerca de la vivienda. La triada 
epidemiológica de leishmaniasis visceral tiene lugar en áreas susceptibles donde exista 
condiciones para su transmisión entre el perro, flebótomo y el hombre. Esta enfermedad se 
desarrolla con mayor frecuencia en áreas forestales y de cultivo informales (ej. plátano) 
sumado a una disposición inadecuada de basuras (28). 
Los perros de las áreas foco identificadas con leishmaniasis visceral son 
diagnosticados mediante técnicas rápidas como la Kalazar detect (InBios, Seattle, WA). La 
confirmación del diagnóstico se realiza mediante IFI y el uso de anticuerpos anti IgG 
conjugados con isotiocianato de fluoresceína. Los animales positivos a leishmaniasis 
visceral generalmente se les realiza la eutanasia (29) necropsia para recolectar muestras de 
los órganos blancos (bazo, médula ósea, corazón) y nódulos linfáticos previa autorización 
de sus propietarios (30). 
 En caballos, perros y liebres con leishmaniasis se han encontrado numerosas 
formas de Leishmania spp. al interior de los macrófagos, con infiltrado linfohistiocitario y 
la formación de pio granulomas (31). Los tejidos son coloreados con tinción de Giemsa y 
observados bajo un microscopio óptico. La técnica de reacción en cadena de la polimerasa 
o PCR es sensible a la detección de ADN del parásito en muestras de tejidos animales y 





Determinar mediante técnicas serológicas, histopatológicas y moleculares la 




Realizar un diagnóstico serológico de Leishmania spp. en caninos de una región 
endémica del sur de los departamentos de Tolima y Huila. 
Caracterizar las lesiones histopatológicas en tejidos blancos de caninos 
seropositivos a leishmaniasis. 
Detectar Leishmania spp. mediante técnicas de PCR de muestras de tejido caninos. 
Establecer posibles asociaciones entre el diagnóstico serológico, histopatológico y 
molecular de leishmaniasis. 
Identificar potenciales factores de riesgo eco epidemiológicos de leishmaniasis en 










6.1 Enfoque y tipo de estudio  
Enfoque de investigación cuantitativo, con un diseño de estudio descriptivo de corte 
transversal definido como el diseño de una investigación observacional individual, que 
mide una o más características o enfermedades, en un momento dado, en relación con la 
presencia o ausencia de una exposición, ocurridos en un tiempo determinado y en una 
población específica, cuya unidad de análisis es el canino que compone la población a 
estudio, en quien se mide la exposición y se registra la ocurrencia del evento de interés,(33, 
34); determinado así la seroprevalencia, las lesiones histopatológicas, la detección de la 
Leishmania spp. mediante técnicas de PCR, el establecimiento de las posibles asociaciones 
entre el diagnóstico serológico, histopatológico y molecular, e identificación de los 
potenciales factores de riesgo eco epidemiológicos y su posible asociación con la 
enfermedad. 
Lugar de estudio 
El estudio se llevó a cabo en los departamentos de reciente notificación de casos de 
leishmaniasis en humanos: el Huila, con el municipio de Neiva, localizado en las 
coordenadas 2°59′55″ latitud norte y 75°18′16″ longitud 41.825 et. y su extensión territorial 
es de 1.533 km², con una altura de 442 metros sobre el nivel del mar (msnm) y una 
temperatura promedio de 27,7 C; comunas 8, 9 y 10, determinadas como área peri focal, 
ubicadas entre la cordillera central y oriental, en una planicie sobre la margen oriental del 
río Magdalena, en el valle del mismo nombre, cruzada por el río las Ceibas y el río del Oro; 
y, en Tolima, con los municipios de Guamo, Ortega, Flandes, Coyaima y Melgar, ubicados 
al suroccidente del departamento a 4°55’ latitud norte y 75°07’ de longitud Oeste, sobre la 
cordillera central del Macizo Colombiano con una temperatura promedio de 24ºC y una 
altitud entre 323 y 1.445 msnm.  
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6.2 Población y muestra.  
La población estuvo constituida por todos los caninos de las zonas del Huila y 
Tolima donde se notificaron casos de leishmaniasis en humanos y donde se realizó el 
diagnostico serológico de la zona focal y peri focal, para un total de 155 perros. 
Criterios de inclusión. Todos los perros con reactividad serológica a leishmaniasis. 
Criterios de exclusión. Fueron excluidos aquellos caninos reactivos que en el momento de 
su búsqueda no fueron localizados por muerte o pérdida del lugar vivienda. 
6.3 Hipótesis 
H0: las variables eco epidemiológicas no influyen sobre la presentación casos positivos 
H1: las variables eco epidemiológicas si influyen sobre la presentación casos positivos 
 
Variables de estudio. Las variables de estudio se presentan en la tabla 1. 
Tabla 1. Variables de estudio: definición operativa de las variables, naturaleza, nivel de medición y nivel 
operativo.  
Nombre de la 
Variable 
Definición Operativa Naturaleza y Nivel 
de Medición 
Nivel Operativo 
Características de la vivienda 




Lugar Ubicación de la vivienda en la 
comuna o municipio 
Cualitativa 
Nominal 
Huila: Fortalecillas, Palermo, 
Neiva: Comuna 4, 5, 6, 7, 8, 9 
y 10 
Tolima: Guamo, 
Ortega,  Melgar 























almacenamiento de basuras  
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Nombre de la 
Variable 
















Presencia de animales domésticos 






Presencia de plagas en el extra y 






Características de los caninos 































Desplazamientos del animal en los 











Nombre de la 
Variable 
Definición Operativa Naturaleza y Nivel 
de Medición 
Nivel Operativo 
Técnicas de diagnóstico 
Reactividad 
Serología positiva a la prueba Test 














Identificación de Leishmania a 
nivel molecular  
Cualitativa 
Nominal 
Presencia de banas 
Ausencia de bandas 
Técnicas e instrumentos de recolección de información 
Encuesta eco-epidemiológica. Se aplicó una encuesta eco epidemiológica por parte 
del investigador a cargo mediante inspección del domicilio del animal positivo a la 
Leishmania spp, su eco epidemiología, los antecedentes y signos clínicos del animal, y las 
personas con las que comparte el hábitat (anexo 1) previa firma del consentimiento 
informado (anexo 2). Los datos recolectados fueron sistematizados en la hoja de cálculo de 
Excel de Microsoft Office® para su posterior depuración, la base de datos obtenida se 
presenta en el anexo 3. 
Examen clínico de los caninos. Mediante examen clínico realizado por médicos 
veterinarios de las respectivas Secretarias de Salud Municipal y el investigador encargado 
se establecieron los signos compatibles con la enfermedad, incluyendo lesiones 
dermatológicas, cambios oculares, pérdida de peso, apatía, signos nerviosos y tamaños 
aumentados de nódulos linfáticos y bazo a la palpación. A los casos confirmados por PCR, 
se le realizaron hemogramas para evaluar los signos clínicos típicos y atípicos presentados 
por los animales portadores (35) y su asociación con las otras técnicas de diagnóstico. Los 
datos fueron registrados y archivados con la orden consentimiento informado de los 
propietarios del animal y la respectiva encuesta epidemiológica.  
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Estudio serológico. Se tomaron muestras de sangre de 5 mL mediante punción de la 
vena cefálica de cada paciente compatible con la enfermedad, depositada en tubos de 
ensayo estériles y equipo BD Vacutainer® con tubo tapa roja de los cuales se obtuvo de 
suero sanguíneo después de centrifugación a 3.000rpm/x10 min. El suero sanguíneo fue 
usado para la detección de anticuerpos específicos contra Leishmania de perros 
sintomáticos y asintomáticos, mediante el uso del kit Kalazar detect (InBios, Seattle, WA). 
Adicionalmente se realiza hemogramas con los cuales se mide el nivel de proteínas 
presentes en la sangre.  
Prueba con tira reactiva. Esta técnica se realizó en el Laboratorio de Salud Pública 
de la Secretaría de Salud de Huila y la Secretaría de Salud de Tolima, mediante la tira 
reactiva K39 la cual usa un antígeno recombinante purificado por inmuno cromatografía 
para detectar anticuerpos IgG anti-Leishmania (Kalazar Detect, lote JL1019; INBIOS, 
Seattle, WA), posterior a 5 minutos de exposición al suero, la tira reactiva evidenciaba 2 
bandas en caso positivo y una banda para los casos negativos.  
Estudio histopatológico. Con base en el referente epidemiológico y alto índice de 
riesgo de Leishmania spp y de transmisión, se realizó la eutanasia de los caninos 
diagnosticados como positivos y subsecuentemente la necropsia del animal y la obtención 
de placas histológicas de los órganos afectados en las instalaciones de histopatología de la 
Universidad del Tolima y Universidad CorHuila. Posteriormente de los órganos 
muestreados se tomaron aproximadamente 1 cm3 y los tejidos obtenidos se fijaron en 
formalina bufferada al 10%, posteriormente coloreados con la técnica Hematoxilina-eosina 
(HE) para facilitar la visualización de las formas parasitarias de Leishmania spp., dichos 
tejidos fueron embebidos en parafina hasta la realización de los procedimientos y técnicas 
de extracción molecular. 
Se observaron 100 campos por placa y se realizó la descripción y comparación con 
lo reportado por la literatura para la descripción de los hallazgos por caso. Finalmente, la 
observación de las formas amastigotes de los parásitos y las lesiones generadas en los 
tejidos, fue realizada empleando el objetivo 100X en aceite de inmersión utilizando un 
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microscopio de luz marca Olympus en el laboratorio de inmunología y biología molecular 
de la Universidad del Tolima mediante el apoyo de personal experto.  
Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Teniendo en cuenta que la técnica de 
PCR convencional es sensible a la detección de ADN del parásito en muestras de tejidos 
animales, se realizó una aproximación en la identificación del parásito en reservorios 
caninos a Leishmania spp. El ADN obtenido de los caninos muestreados y diagnosticados 
previamente como positivos se extrajo usando el kit QIAMP DNA FFPE para la extracción 
de ácidos nucleícos a partir de los tejidos parafinados y posteriormente el kit Easy-DNATM 
(Invitrogen). 
La región a amplificar fue un fragmento de 314bp del gen 18SrRNA de Leishmania 
spp. mediante el uso de los primers forward PG1, 5´ -CTGGATCATTTTCCGATG -3´ y 
reverse PG2 5´ -TGATACCACTTATCGCACTT -3´ Los productos de amplificación se 
separaron en electroforesis de agarosa al 1,5% a 100 voltios durante 30 minutos y 
coloreados con bromuro de etidio (36). Se empleó un control negativo técnico y controles 
positivos de ADN de cultivos de L. braziliensis, L. amazonensis, L.infantum los cuales 
fueron cedidos por el Instituto Nacional de Salud y primer utilizados previamente por otros 
autores para amplificación de Leishmania spp. (37).Encontrando para este estudio la 
amplificación por L.amazonensis y descartando los controles positivos restantes previa no 
amplificación (77). 
Posteriormente, se realizó la elución del ADN en 60µL de respectivo Buffer. Al 
finalizar el proceso de extracción, se hizo la cuantificación del ADN por el método de 
absorción de luz 260 nm (Nanodrop), observándose en la relación A260/280, algunos 
rastros de contaminación de proteínas durante los análisis moleculares realizados por la 
Universidad de Antioquia (anexo 4) evidenciando la dificultad para la detección del 
parásito por técnicas del PCR a partir de los tejidos parafinados previamente, 
diagnosticados como positivos por histopatología y. Por lo tanto, se opta por hacer la 
preservación de los tejidos en alcohol absoluto; adicionalmente, se hace otro muestreo por 
aspiración de nódulo linfoide poplíteo, en un laboratorio comercial, con la técnica de PCR 
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tiempo real. De esta manera, se logró la detección de Leishmania spp. para los órganos 
bazo, nódulo linfático y pancreático, corazón y piel.  
PCR tiempo real. La técnica de PCR tiempo real, tiene como principio las 
longitudes de onda acorde a un alineamiento múltiple de un antígeno del parasito 
predeterminado en un termociclador, el cual en caso de encontrarse un positivo debe emitir 
una fluorescencia según la proporción de ADN formado por ciclos de la muestra que 
sobrepasa el umbral establecido (38). Se utilizó una muestra nódulo linfático suspendida en 
1mL de solución salina mediante el software Rotor-Gene Q 2.3.149 durante 70 min, con 
umbral de 0,049, umbral de la muestra de 30% y umbral negativo de 1.000 con 
normalización dinámica y utilización de 3,67 “Gain Green” y 6,67 “Gain Yellow”. Estas 
pruebas se realizaron en un laboratorio comercial. 
Plan de análisis. El análisis de las variables a estudio se hizo mediante el uso de 
estadística descriptiva, medidas de frecuencia, expresadas en porcentaje, medidas de 
tendencia central y dispersión. Para establecer asociaciones entre los factores descritos en la 
encuesta eco-epidemiológica y la positividad a Leishmaniasis spp. Se utilizó la prueba no 
paramétrica de Ji cuadrado (χ²) con un nivel de significancia de (p<0,05), para establecer 
posibles asociaciones entre las variables eco epidemiológicas. Además, se hizo el cálculo 
de la Razón de momios (OR) con un valor de (p<0,05). Teniendo en cuenta los casos 
positivos por PCR y por histopatología se realizó el cálculo de sensibilidad, especificidad y 
nivel de asociación entre las técnicas utilizadas con el índice Kappa. Se utilizó el programa 
estadístico IBM SPSS Statics 2.0® y Epi infoTM. 
Consideraciones éticas 
El uso de los animales para el desarrollo de los proyectos de investigación posee un 
marco mundial dado por la UNESCO, la OMS y la ONU en diferentes países como Estado 
Unidos, Suiza, México, Inglaterra, Canadá, España y la Comunidad de Cataluña (39, 40), 
entre otros. En Colombia, la ley 84 de 1989 que adopta el Estatuto Nacional de Protección 
de los Animales, en el literal f del artículo 17 establece entre otros, el sacrificio de animales 
por constituir una amenaza cierta o inminente para la salud pública o de otros animales y en 
el artículo 26, que para todo experimento con animales vivos deberá conformarse un comité 
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de ética (41); y, la Resolución 8430 de 1999, en su título V de la investigación biomédica 
con animales, artículo 87, establece las disposiciones que en toda investigación en la que 
los animales sean sujeto de estudio, además de las disposiciones determinadas en la Ley 84 
de 1989, entre ellas, en su literal g, que la eutanasia de los animales se efectuará con 
anestésicos apropiados, aprobados por la asociación veterinaria (42). 
Para el sacrifico de los caninos que fueron reactivos para leishmaniasis mediante 
técnicas serológicas, en el momento de aplicación de la encuesta eco-epidemiológica se 
leyó y solicitó la firma del consentimiento informado (anexo 2), por parte del propietario. 
Se brindó el mínimo dolor y las mayores condiciónes de bienestar animal, analgesia y 
respeto. 
El estudio contó con la aprobación del Comité de Currículo de la Maestría en Salud 
Pública y el comité de Bioética de la Universidad Autónoma de Manizales mediante Acta 















El total de caninos muestreados fue de 155 animales, el 95,5% (n=148) procedentes 
de Huila y 4,5% (n=7) de Tolima, las características de la vivienda y de los caninos se 
presentan en la tabla 2.  
Tabla 2. Características de las viviendas y de los caninos, encuesta eco-epidemiológica, Huila-Tolima, 2016-2017  
Vivienda Frecuencia  
% 





,2 Concreto 44 2
8,4 Guadua 20 1
2,9 Tabla 86 5
5,5 Personas enfermas 12 7
,7 Basuras 43 2
7,7 Sanidad 75 4
8,4 Reservorios 103 6
6,5 Etnobotánica 119 7
6,8 Quebradas 107 6
9,0 Plagas 82 5
2,9 Características de los caninos 
Sexo 
Hembra 69 4
4,5 Macho 66 4
2,6 Edad en años 2,8 (±1,7)
r=2 -11 Estado corporal 
Emaciación 18 1
1,6 Normal 135 8
7,1 Obeso 2 1
,3 Viajes 20 1
2,9 
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El 12% (19/155) fueron reactivos a leishmaniasis, según el departamento de 
procedencia, 14 (74%) de Huila, todos del municipio de Neiva y 5 (26%) de Tolima, 40% 
(2/5) de Guamo y 20% (1/5) de Coyaima, Ortega, Melgar y Flandes respectivamente; según 
la anamnesis: 7 (37%) glomérulo nefritis, 5 (26%) dermatitis, 2 (11%) pérdida de peso, 1 
(5%) signos nerviosos y onicogrifosis respectivamente y 3 (16%) asintomáticos.  
De los 19 caninos reactivos a leishmaniasis, hubo una pérdida de 8 (42%) para un 
total de 11 (58%) casos a estudio, 8 (72,7) de Huila y 3 (27,3%) de Tolima (tabla 3).  
 
Tabla 3. Características de la vivienda y de los caninos reactivos por serología a leishmaniasis 
Variables       Tolima % Huila % Total   % 
                    Características de la vivienda 
Material  















































6,7 7 87,5 9 81,8 
 













3,6(±1,3), r=2-5 4,4(±2,5) r=2-11 
Estado corporal 






6,7 8 100,0 10 90,9 
Viajes 1 3,3 4 50,0 5 45,5 
Presencia de signos y síntomas 3 
1




3,3 2 25,0 3 
 
27,3 
Identificación molecular 2 
6
6,7 1 12,5 3 27,3 
 
El 27,3% (3/11) de los casos reactivos se encontraban en tratamiento y les habían 
hecho el hemograma (tabla 4). El caso 1: canino macho de 11 años con signos clínicos de 
emaciación, sin pérdida del apetito, dermatitis, claudicación en el miembro posterior 
derecho. El hemograma reflejó una hemoglobina normal con valores mínimos; sin 
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embargo, se observó un valor aumentado de eosinófilos, leucocitos propios de cuadros 
parasitarios con bajo recuentos de monocitos (precursores de macrófagos) lo que demostró 
un estado de inmunosupresión en el animal pese a los valores de referencia T; el caso 2: 
canino macho de 5 años de edad, estado corporal normal, presencia de lesiones en piel. El 
hemograma evidencia niveles de hemoglobina por debajo de los rangos permisibles, un 
aumento en los linfocitos y cayados o bandas que reflejan un cuadro infeccioso generador 
de estrés en el animal, con un valor de plaquetas por encima de lo permisible evidenciando 
un estado agudo de la enfermedad y una disminución de la línea roja celular y el caso 3: 
canino macho de 2 años de edad, estado corporal normal, con presencia de signos 
nerviosos. El hemograma reflejó una disminución en las plaquetas del animal debido al 
deterioro del bazo, órgano blanco de Leishmania spp., al igual que el aumento en los 
leucocitos, linfocitos y neutrófilos propios de cuadro infecciosos, sumada al aumento de 
eosinófilos característicos de las afecciones parasitarias, en las cuales se encontraron 
cuerpos de inclusión citoplasmáticas inicialmente compatible con Erlichia platys y que 
posteriormente sería descartados bajo el diagnostico de leishmaniasis 
 
Tabla 4. Resultados de hemograma de caninos reactivos para leishmaniasis en tratamiento clínico 
Elementos    sanguíneos 
  
















´6-13 13 11. 15.8 ´ 
Hematíes 
 








10-30 260 38 20 ´ 
Eosinófilos 
 

















200-400 400 440 38 
 
 
Caracterización histopatológica de casos reactivos 
Durante la realización de las necropsias de los caninos a nivel macroscópico se 
evidenciaron focos necróticos en piel y linfonodos. Los principales hallazgos 
microscópicos de cada uno de los once casos, se describen en las figuras 1 a 8. Los casos 2 
y 3 no presentaron hallazgos debido a la negativa de sus propietarios a realizar la toma de 









Figura 1. Hallazgos histopatológicos en piel y linfonodos, Caso 1. A. 1. Piel 
Infiltración severa linfoplasmocitaria moderada generalizada en la dermis. 2. Multiples 
amastigotes en las células plasmaticas. 3. Infiltración de neutrófilos. B. Linfonodos: 
Capsula y senos subcapsulares. 2. Infiltración moderada de celulas plasmaticas. 3.Corteza, 
depresión severa generalizada, ausencia moderada de nodulo linofoides. 4. Medula: 
infiltración de celulas plasmáticas con abundante cantidad de amastigotes en el citoplasma 




Figura 2. Hallazgos histopatológicos en piel Caso 4. Oreja. Dermatitis mixta de 






Figura 3. Hallazgos histopatológicos en riñón e intestino, Caso 5. A. Riñón: 1. 
Necrosis de coagulación generalizada, moderada 2. Infiltración de células linfo 
plasmocitaría y macrófagos generalizada a  moderada en los glomérulos y el intersticio. 3. 
Congestión leve multifocal. 4. Presencia de múltiples amastigotes de Leishmania spp. 
(Flechas) núcleo basófilo redondeado dentro de macrófagos. Hematoxilina y eosina (H&E), 
10X B. Intestino: 1. Lumen: material eosinofílico amorfo con células descamadas y detritos 
celulares. 2. Mucosa: Atrofia y fusión severa de vellosidades. 3. infiltración severa 







Figura 4. Hallazgos histopatológicos en riñón e intestino, Caso 6. A. Riñón: 1. 
Infiltración de células plasmáticas y congestión moderada 2. Congestion. H&E, 20X.  B. 
Intestino: 1. Colitis mono nuclear moderada generalizada crónica (flecha) difusa leve con 





Figura 5. Hallazgos histopatológicos en riñón y pulmón, Caso 7. A. Riñón. 1.Infiltración, 
de células linfoplasmocitaría en intersticio 2. Congestión leve generalizada multifocal. B. 
Pulmón: Septos alveolares: 1. Engrosamiento moderado generalizada. 2. Congestión 









Figura 6. Hallazgos histopatológicos en riñón y pulmón, Caso 8. A. Riñón. 
1Infiltración multifocal leve de células linfo plasmocitarías. 2. Congestión leve multifocal. 
3.Necrosis leve multifocal B. Pulmón: Neumonía intersticial severa generalizada crónica. 1 
Infiltrado mononuclear. 2. Engrosamiento de septos alveolares moderado 
generalizado.H&E, 4X. 
 
Figura 7. Caso 9. Riñon. 1. Corteza con presencia de edema leve generalizado. 2. 
Infiltración generalizada de células linfoplasmocitarias. 3. Necrosis de coagulación leve 
multifocal. 
 
Figura 8 Caso 10. Riñon: 1. Nefritis intersticial linfohistiocitaria severa multifocal 
crónica (flecha). 2. Corteza: infiltración de células linfoplasmocitarias moderada en 
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intersticio y glomérulos. 3. Necrosis leve multifocal. Congestión moderada generalizada y 




Figura 9. Hallazgos histopatológicos en pulmón, Caso 11. 1. Infiltración 
linfoplasmocitaria moderada multifocal 2. Septos alveolares: infiltración severa 
generalizada de células linfo plasmocitarías e histiocitos. 3. Engrosamiento de los septos 
alveolares y colapso del saco alveolar multifocal. 4. Congestión y edema generalizado 
moderado crónico. Neumonía intersticial moderada multifocal crónica. H&E, 10X. 
Detección de Leishmania spp. mediante técnicas moleculares (PCR) 
Posterior a la histopatología, se procedió a realizar las pruebas de PCR para su 
confirmación a partir de los tejidos conservados en alcohol absoluto (figuras 9). En la 
primera muestra del caso confirmado por PCR, se tomaron muestras del caso 1, (bazo, 
Nódulo linfático, Nódulo pancreático, piel, sangre y corazón) las cuales no amplificaron 
frente al control negativo y amplificaron a 314 pb (flecha) mostrado por el control positivo 
de L. amazonensis, confirmando la presencia de leishmaniasis en el animal. Para el caso 2, 
teniendo en cuenta que la lesión más representativa en este animal se encontraba en la piel, 
se efectuaron diferentes diluciones de la muestra de piel y de igual forma, se utilizó un 
control positivo L. amazonensis de 314pb (flecha) y un control negativo técnico, 
confirmando la presencia de leishmaniasis en el animal 
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Caso 1.  
 
       Caso 2.  
 
Línea 1: control negativo; Línea 2: L. amazonensis; 
Línea 3: bazo; Línea 4: nódulo linfático; Línea 5: nódulo 
pancreático; Línea 6: piel; Línea 7: sangre; y, Línea 8: 
corazón  
Línea 1: L.amazonensis, Línea 2: ADN piel dilución 1:10; 
Línea 3: ADN piel dilución 1:100; Línea 4: ADN piel 
dilución 1:1.000, Línea 5: control negativo. 
Figura 10. Detección molecular de Leishmania spp. Caso 1 y 2 por PCR 
convencional. Laboratorio de Biología Molecular e Inmunología de la Facultad de 





Figura 11. Detección molecular, PCR en tiempo real, Caso 3. Laboratorio 
comercial Mascolab. La muestra del canino identificado como Caso 3, mostró un umbral de 
30,57 (línea marrón); sobrepasa el área bajo la curva del control negativo (línea azul) al 
igual que el umbral positivo 18,23 (línea verde) mostrando un cuadro positivo, confirmando 
la presencia de Leishmania spp. (Figura 10) 
 
Posibles asociaciones entre el diagnóstico serológico, histopatológico y molecular de 
leishmaniasis. 
En términos de sensibilidad y especificidad, el 33% de los caninos positivos con 
leishmaniasis, fueron identificados por técnicas de PCR (sensibilidad del 33%) y el 66% 
fueron identificados con pruebas serológicas e histopatológicas (falsos negativos). La 
técnica de PCR identificó el 88% de los caninos positivos verdaderos con leishmaniasis 
(especificidad del 88%) y no identificó el 12% de los animales falsos positivos con un valor 
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predictivo positivo del 50%. Adicionalmente se demostró una asociación entre técnicas 
diagnósticas del 0,23 mediante la prueba estadística Kappa.  
 
Identificación de factores eco epidemiológicos 
Se realizó una encuesta epidemiológica a los 155 animales muestreados para 
identificar posibles factores de riesgos en la presentación del vector y la transmisión de la 
enfermedad, las características encontradas fueron: 
La mayoría de los animales muestreados eran procedentes de Neiva (95%), 
mayormente machos (54%), sintomáticos (52.9%) y estado corporal normal (87.1%).El 
material de la vivienda mayormente encontrado fue madera o tabla, seguido de concreto y 
guadua. La variable etnobotánica (plantas) presentó el mayor porcentaje (76.8%), seguido 
de quebradas (69%), reservorios (66,5%) y la presencia de plagas (52,9%). 
En la tabla 5. Se presenta el análisis de las variables eco epidemiológicas y su 
influencia en la presentación de casos reactivos por serología de leishmaniasis en caninos. 
 Tabla 5. Análisis de Ji cuadrado y OR de variables eco epidemiológicas. SPSS Static 2.0. 




Sexo 7.385 0,007 6 1,3-27,7 
Plagas 8.25 0,004 6,5                                                          1,4 30,3
Animales 8,93 0,003 -1   2,5-1 
Viajes 5,123 0,024 4.03                              1,2-13,3 
 
Las variables analizadas con un nivel de significancia (p<0,05) mediante la prueba 
Ji cuadrado, fueron sexo, presencia de plagas, animales por vivienda, y viajes. Es decir los 
caninos machos tienen 6 veces más la probabilidad de contraer la enfermedad que las 
hembras (OR=6) y los que tengan en su entorno plagas tienen (OR=6.5) veces más riesgo 
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de contraer la enfermedad. Siendo (OR=4.03) veces más susceptibles aquellos que hayan 
tenido viajes recientes. Por su parte, la presencia de otros animales es un factor protector no 
significativo (OR=1). Por tanto existe evidencia estadística para no aceptar la hipótesis 
nula, lo que demuestra que a la luz de los datos de esta investigación las variables, sexo, 






















La prevalencia de los caninos positivos diagnosticados para Leishmania spp. por 
pruebas serológicas tipo K39 Kalazar detect para este estudio fue del 12%, superior al 5% 
de la prevalencia esperada para la enfermedad (43) y a la reportada por Secretaría de Salud 
del Huila para los años 2008 a 2014 y concordante con el rebrote presentado en el 2017 del 
22% de total de caninos muestreados, lo cual, la población infantil fue afectada con un 
riesgo de transmisión de la enfermedad. 
Los anteriores hallazgos son equiparables al brote reportado en el año 2002. Por lo 
tanto, se obtuvo una prevalencia confirmada del 17,2% para Neiva, Algeciras y Tello (22), 
al igual que para Flandes y el municipio de Chaparral en el 2004 con 8.444 casos por 
100.000 habitante (44); haciendo evidente la migración de los vectores de Leishmania spp., 
sus reservorios y población afectada de zonas selváticas como Amazonas y Orinoquía o 
endémicas a no endémicas hacia la regiones andinas incrementando la presencia peri 
urbana de la enfermedad como lo reportado en 2012 para Neiva. Exceptuando regiones 
geográficas nacionales como San Andrés, Atlántico y Bogotá que por sus condiciones 
físico demográficas no han facilitado el nicho del vector y presentación de la enfermedad 
(45). 
Epidemiológicamente la presencia de leishmaniasis en las regiones de estudio, 
resulta acorde para países como Colombia que presenta un número de casos muy similar a 
Brasil que a su vez presenta una mayor tasa de incidencia de la enfermedad frente a otros 
países de América Latina como Chile y Argentina (46). 
Valoración clínica, serológica y detección histopatológica 
Al examen clínico realizado a los animales muestreados durante el presente estudio 
se evidenciaron algunos signos clínicos compatibles a la enfermedad y otros como 
glomérulo nefritis, emaciación, dermatitis y neumonía, Por tal motivo, podrían ser 
considerados como diagnóstico diferencial y/o coinfección con otros patógenos como 
Erlichia spp, Anaplasma, Babesia, Neospora, Leptospira y Tripanosoma sp en caninos y 
humanos (27) como lo evidencian los hemogramas de los casos obtenidos. Un signo no 
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comúnmente observado en los casos de estudio fue los repentinos ataques de epilepsia para 
uno de los pacientes confirmado por PCR en tiempo real, el cual pudo estar asociado al 
daño Esplenio y factores pro inflamatorios generadas de estos órganos y absorbido por el 
SNC y periférico del animal (47). 
La mayoría de los pacientes caninos positivos muestreados fueron sintomáticos 
(148/155). Por lo tanto, concuerda con lo reportado en la literatura. La variable sexo del 
animal y características asociadas al canino, como la edad tuvo una baja significancia 
estadística (p<0,05), lo cual no concuerda con otros estudios en los que no se ha encontrado 
predisposición racial, sexual ni en humanos ni en animales (48). 
Las muestras de sangre de los casos obtenidos para la aplicación de pruebas 
moleculares, como lo reportado por otros autores, no resultan útiles debido a la dificultad 
de encontrar el parásito en la sangre en el momento de la toma de la muestra (49); sin 
embargo, este tipo de muestra puede ser una opción útil para el diagnóstico clínico de la 
enfermedad y efectuar el aislamiento de Leishmania spp., a partir de medios de cultivos de 
parásitos como el NNN (Medio de Novy, MacNeal y Nicolle), obtenidos de pacientes con 
leishmaniasis que requieren mayor tiempo en la obtención de resultados; adicional a que 
son menos selectivos, poseen alto riesgo de contaminación por bacterias y son sensibles 
frente a otros tipo de parásitos (50). 
De otro lado, los aspirados y biopsias de nódulo poplíteo y las lesiones propia de 
Leishmania spp., en tejidos blancos como piel, médula y bazo son útiles para la 
observación directa por la técnica de Montenegro y posterior cultivo para el crecimiento de 
los promastigotes, y tinción de Giemsa para análisis histopatológico para realizar la 
búsqueda del promastigote y evidenciar las posible lesiones generadas en el tejido los 
cuales pueden estar ligados a la presentación clínica de la enfermedad y a la experticia del 
personal encargado de visualizar la lámina (51). En este estudio la técnica de cultivo fue 
limitada por el crecimiento bacteriano presentado; sin embargo, los promastigotes fueron 
evidenciados mediante placas histopatológicas anteriormente descritas y obtenidas de los 
tejidos posterior a la necropsia de los casos positivos y observado por personal entrenado. 
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Los caninos positivos a Leishmania spp., debido al riesgo de salud pública de la 
enfermedad se les realizó la eutanasia. Durante la necropsia se observaron diferentes 
órganos como corazón, pulmones e intestino, en los cuales se encontraron en congestión, 
hipertrofia de nódulos linfoides, inflamación acorde a la fisiopatología de los órganos 
blancos de la enfermedad, reportada para casos clínicos humanos y caninos en el campo 
médico veterinario (52). 
A nivel histopatológico, se observaron múltiples lesiones asociadas a la enfermedad 
como un número importante de amastigotes compatibles con Leishmania spp. Algunos 
autores describen la presencia de un amastigote como patognomónico de la enfermedad 
(53) y mediante confirmación especifica de técnicas de Inmunofluorescencia (IF) e inmuno 
histoquímica se descarta una posible reacción cruzada con otros parásitos, partiendo de un 
sustrato antigénico y anticuerpo respectivamente, incluso ante la presencia de un escaso 
número de parásitos (51, 54, 55), como sucedió para el caso 1 de este estudio. 
Adicionalmente, la hipertrofia de los linfonodos, células mononucleares con proliferación 
de macrófagos, linfocitos, congestión, hemosiderosis, cordones medulares y células 
plasmáticas, apoptosis y posteriormente necrosis debido a la activación policiclonal e 
inducción de los linfocitos B e inhibición parasitaria de las células T, como en los casos de 
estudio (56) han sido reportados en casos positivos de caninos, liebre y caballos en casos de 
leishmaniasis cutánea en la cual la piel es el primer y principal reservorio de la infección 
(57). También, la presencia de amastigotes en los macrófagos generalmente sugiere la 
existencia de neoplasias concomitante en los pacientes afectados y como fibrosarcoma, 
linfoma presentes en pacientes humanos con cáncer y VIH positivo (58). 
Detección de Leishmania spp. por PCR y asociación de técnicas de diagnóstico 
Para la preservación de los tejidos obtenidos de caninos positivos de Leishmania 
spp. y el posterior análisis histopatológico y molecular por PCR, se siguió el protocolo de 
parafinación (59) en 8 de los 11 casos expuestos. Posteriormente, se llevó a cabo la 
desparafinación empleando Xylol, con lo cual se obtuvo solamente 1% del ADN extraído, 
lo que disminuyó la probabilidad de una buena amplificación (60) debido a la inhibición 
por enzimas en la técnica PCR presentes aún en la muestra y la degradación del material 
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genético extraído, sumado también a la baja calidad de la parafina empleada (61) que 
conllevaron a la degradación del material genético extraído de los 8 casos inicialmente 
obtenidos. No obstante, se ha logrado obtener exitosamente material genético en cantidad y 
calidad, que ha permitido la amplificación por PCR de muestras de tejido embebidos en 
parafinas, alcohol absoluto y la confirmación de patologías y agentes infecciosos tipo 
bacterias o virus (62, 63) con kit como el QIAamp DNA FFFP (64) cuyo ADN extraído no 
se encuentre degradado por Xylol (62). 
Durante el análisis estadístico de la información y medición de la asociación de las 
diferentes técnicas de diagnóstico, se encontró una mayor especificidad en el diagnóstico de 
leishmaniasis a las técnicas moleculares frente a las serológicas e histopatológicas (50), las 
cuales son más sensibles en la captación de posibles casos positivos que por PCR 
convencional o tiempo real (38). Permitiendo identificar presuntamente el protozoario en 
caninos con Leishmania spp., permitiendo conjuntamente confirmar más casos verdaderos 
positivos y descartando falsos positivos (65), siendo esto reafirmado por la concordancia 
obtenida de la prueba estadística clínica Kappa (78). Se demostró una asociación entre 
técnicas de diagnóstico y la superioridad de pruebas tipo PCR, mediante parámetros como 
la sensibilidad y especificidad para la determinación de casos realmente positivos en pro de 
la salud pública y animal.  
El diagnóstico de leishmaniasis mediante técnicas moleculares, permite avanzar en 
nuevas estrategias terapéuticas, pese a lo no existencia actual de tratamientos avalados para 
caninos y su uso exclusivo en humanos con glucantime, pentosán y alopurinol, fármacos 
que pueden generar complicaciones cardiovasculares y renales por su uso prolongado. 
Algunos países han desarrollado vacunas para leishmaniasis (66). Sin embargo, para 
Colombia estas no han sido avaladas. Hallazgos de expresión genética frente la proteína 
HSP70 en Leishmania spp. (67) y secuencias de proteínas DPP3 (LbDPP3) (68) y su 
posible inhibición y regulación enzimática son prometedoras frente a un tratamiento más 
selectivo, menos agresivo y de menor resistencia (69) frente a diferentes patologías 
ocasionadas por Leishmania spp. 
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Estudio eco epidemiológico y determinación de factores de riesgo 
Diversos factores de riesgo para la presentación de leishmaniasis, han sido 
reportados a nivel socioeconómicos y su incidencia sobre la calidad de vida de las personas 
que se encuentran en zonas endémicas de la enfermedad tales como: actividad económica, 
tipo de vivienda, barrios, condiciones sanitarias y presencia de animales callejeros como el 
perro, que se convierten en reservorios como ha sido documentado en otros países como 
Argentina y Brasil (70). 
La presencia de vectores hematófagos, animales reservorios, la devastación y 
destrucción de hábitat propician el desplazamientos de las personas y sus mascotas 
fomentando crecimiento de asentamientos sub urbanos, convirtiendo los animales en blanco 
de enfermedades emergentes y reemergente debido al carácter antropozoonótico de la 
leishmaniasis Por tal motivo, este estudio presentó una asociación significativa para la 
presentación de casos con un valor de 0,024 (p<0,05)  para la variable viajes.  
La realización de la encuesta epidemiológica, durante el diagnostico de los animales 
muestreados indagó sobre la presencia de otros animales. Por lo tanto, el análisis estadístico 
mostró una significancia del 0,003 (p<0,05), debido a que también otros organismos 
pueden ser hospederos ocasionales como lo reportado para animales domésticos y silvestres 
como el gato, caballos, zarigüeyas y conejos, donde el promatigote a través de su flagelo 
migra desde los diferentes órganos destruyendo todo tipo de tejidos del hospedero, al igual 
que en los reservorios accidentales y/o definitivos (72). 
Los animales positivos encontrados poseían la eco epidemiología concurrente para 
la presentación de la enfermedad, tales como: estar en regiones de bosque seco tropical 
similares a otras presentadas en el ámbito nacional, donde se han presentado brotes de 
importancia en salud pública (73) un tipo de plaga y vector más frecuente de la 
leishmaniasis es Lutzomia longigalpis, que ha sido asociado como principal transmisor. L 
infantum (74). En este estudio los valores de Ji cuadrado obtenidos para la variable plagas, 
evidenció una significancia estadística del 0,004 (p<0,05) con la presentación de casos de 
Leishmania spp., por lo que pueden existir otros vectores para la transmisión de 
leishmaniasis, ya que existen 93 vectores confirmados del parásito en diferentes países, 
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siendo el transmisor de la enfermedad casi siempre las hembras hematófagas que inoculan 
el parásito al reservorio y salen en épocas de baja pluviosidad (75).  
Basado en la prevalencia encontrada, los hallazgos clínicos, histopatológicos de los 
casos positivos a Leishmania spp. y pruebas de diagnóstico moelcular realizadas en este 
estudio, se puede determinar que la leishmaniasis es una enfermedad prevalente, en la que 
los órganos mayormente afectados son la piel, riñón y pulmón que denota la presentación 
de la Leishmanisis cutánea, mucosa y visceral en la población canina (76).  
Eco epidemiológicamente los factores de riesgo, más predisponentes que 
caracterizan la presentación de la enfermedad son la presencia de plagas y otros animales, 
que requieren atención por parte de los entes territoriales de salud para el mejoramiento de 
las condiciones sanitarias de la población y poder disminuir la presentación de casos en las 




1. La prevalencia de Leishmania spp, en los caninos muestreados fue del 12% (19/155) 
sobre la prevalencia antes reportada para la enfermedad.  
 
2. De los 155 caninos muestreados por serología 19 resultaron positivos mediante la 
técnica Kalazar detect, 2 positivos por histopatología y 3 confirmados por técnicas de 
PCR. 
 
3. En los tejidos analizados, dermis, hígado, corazón, pulmón, riñón e intestino, los 
hallazgos histopatológicos más característicos de los tejidos afectados es la presencia 
de células plasmáticas, necrosis del tejido y formación de granulomas que revela la 
acción del parasito sobre el tejido y la respuesta inflamatoria e infecciosa a la 
Leishmania spp. 
 
4. Se confirmaron 3 casos positivos a Leishmania spp. mediante técnicas de PCR en 
muestras de tejidos caninos. 
 
5. Para medir el nivel de asociación de las diferentes técnicas diagnóstico de 
leishmaniasis se indagó por la sensibilidad y especificidad de las tres pruebas 
demostrando una alta especificidad a las técnicas moleculares frente a la técnica 
histopatológica y serológicas para la detección de casos de Leishmania spp. 
Encontrando una concordancia o asociación entre las diferentes técnicas. 
  
6. Los factores de riesgos eco epidemiológico para la presentación de casos de 
leishmaniasis en este estudio según la prueba de Ji cuadrado y determinación de OR 







Establecer periodos fijos en los planes de salud, que permitan monitorear 
permanentemente el flujo de Leishmania spp. En la población humana y canina de 
procedencia callejera para prevenir la inminente leishmaniasis (enfermedad reemergente) 
peri domiciliaria. 
Revisar planes sanitarios y proporcionar mayor cobertura por parte de las entidades 
prestadoras de salud frente a la presencia de plagas, manejo de animales callejeros, manejo 
de aguas residuales en poblaciones en condiciones suburbanas con factores de riesgos 
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10.1 Anexo 1. Encuesta eco-epidemiológica 
DIAGNÓSTICO HISTOPATOLÓGICO Y MOLERCULAR DE LEISHMANIASIS EN 
CANINOS EN HUILA Y TOLIMA 
Materiales 
Volantes informativos  
DATOS  Dirección:      Personas 
 
Número de personas. ¿Existen 
personas enfermas?  
Signos agudos a crónicos 
Estadios Febriles 
Presentan algún tipo de lesión 
ulcerosa  
Ubicación de lesión 
Tienes bordes definidos Si o No 
Tamaño 
  ¿Signos Gástricos? 
Diarreas inespecíficas 
Hemorragias 
Tiempo de presentación de los 
síntomas 
Actividad económica familiar: Tipo 
de vivienda / Materiales 
Bareque ___ Concreto___ 
Guadua___ Tabla___ 
Disposición de excretas y basuras: 




Tiempo almacenamiento de basuras  






Cercanía a quebradas o caños 
Si, ¿cuál? 
Presencia de animales. ¿Cuáles? 
56 
Inventario de animales domésticos 
(perros y caballos) y silvestres existentes en 
la zona que puedan ser reservorios 
Presencia de plagas. 
Presencia extra y peri domicilio 
Mosquitos. Horarios de mayor 
presencia 
Ha observado ratas o zarigüeyas 
Fecha de última fumigación 
Reconoce este insecto 
 
Número de caninos: 
Sexo_____ Edad____ Tiempo de 
permanencia__________ Lugar de 
permanencia __________________ Raza de 
caninos ________________ 
Nota: Realizar seguimiento los 
perros, caballos y otros animales que puedan 
presentar lesiones cutáneas sospechosas en 
las que se pueda identificar el parásito.  
Examen Clínico Animal 
Evaluación general y condición 
corporal  
1 = delgado____  2 = bajo de 
peso____  




Presencia de signos anormales 
¿tiempo de presentación? 
Úlceras cutáneas 
Onicogrifosis o hipertrofia de las 
uñas 








Estado sanitario –Colocar la 





Historia de vacunación: 
Desplazamientos en los últimos 6 





10.2 Anexo 2. Consentimiento informado 
GRUPO DE INVESTIGACIÓN __________ 
INVESTIGACIÓN: 
Título: CARACTERIZACION HISTOPATOLOGICA, MOLECULAR DE 
LEISHMANIASIS SPP. EN CANINOS DE TOLIMA Y HUILA 
___________________________________________________________________
_________________________________________________________________________
______Ciudad y fecha: ___________________________________________________Yo, 
_________________________________con CC_________________ una vez informado 
sobre los propósitos, objetivos, procedimientos de intervención y evaluación que se 
llevarán a cabo en esta investigación y los posibles riesgos que se puedan generar de ella, 
autorizo a________________________________, estudiante de la Universidad Autónoma 
de Manizales, para la realización de las siguientes procedimientos: 
1. Realización de Necropsia _______________________________ 
2. Toma de muestras de órganos blanco para histopatología e identificación 
molecular____________________________________ 
Adicionalmente se me informó que: 
Mi participación y la de mi perro en esta investigación son completamente libre, 
voluntaria y estamos en libertad de retirarnos de ella en cualquier momento. 
No recibiré beneficio personal de ninguna clase por la participación en este proyecto 
de investigación. Sin embargo, se espera que los resultados obtenidos permitirán mejorar 
los procesos de evaluación de pacientes humanos y caninos con condiciones clínicas 
similares a las mías y las de mi mascota. 
Toda la información obtenida y los resultados de la investigación serán tratados 
confidencialmente. Esta información será archivada en papel y medio electrónico.  El 
58 
archivo del estudio se guardará en la Universidad Autónoma de Manizales y del Tolima 
bajo la responsabilidad de los investigadores. 
Puesto que toda la información en este proyecto de investigación es llevada al 
anonimato, los resultados no pueden estar disponibles para terceras personas como 
empleadores, organizaciones gubernamentales, compañías de seguros u otras instituciones 
educativas. Esto también se aplica a mi cónyuge, a otros miembros de mi familia y a mis 
médicos. 
Acepto y autorizo que se tomen muestran del animal y en caso de que la prueba 
resulte positiva, sea entregado a la autorización sanitaria competente para que sea realice la  
eutanasia bajo todas las condiciones de bienestar animal para la toma de órganos blancos  
sin recibir pago alguno como propietario del animal. 
Hago constar que el presente documento ha sido leído y entendido por mí en su 
integridad de manera libre y espontánea. 
________________________________ 
Firma Documento de identidad _______ No._________________ de____________ 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































10.4 Anexo 4. Extracción del DNA a partir de muestras embebidas en parafina 





N1ABaUT 96,6 ng/uL 1,932 1,64 
N1BCoUT 28,4 ng/uL 0,543 1,59 
N1CHiUT 7,9 ng/uL 0,157 1,93 
N1DInUT 27,6 ng/uL 0,552 1,74 
N1ENlUT 28,7 ng/uL 0,599 1,66 
N1FPaUT 43,9 ng/uL 0,871 1,71 
N1GPiUT 10,2 ng/uL 0,192 1,74 
N1HPuUT 33,2 ng/uL 0,664 1,61 
N1IRiUT 9,6 ng/uL 0,191 1,63 
N2AInUT 38,3 ng/Ul 0,766 1,62 
N2BPuUT 11,4 ng/uL 0,229 1,76 
N2CRiUT 21 ng/uL 0,419 1,61 
N2DB1UT 39 ng/uL 0,762 1,47 
N2EB2UT 45,2 ng/uL 0,912 1,62 
N2FB3UT 20,6 ng/uL 0,412 1,54 
N3ABaUT 7,8 ng/uL 0,157 1,46 
N3BInUT 13,1 ng/uL 0,261 1,55 
N3CPiUT 19,6 ng/uL 0,392 1,66 
N4AEnUT 25,8 ng/uL 0,517 1,82 
N4BInUT 36 ng/uL 0,719 1,61 
N4CPaUT 21,6 ng/uL 0,42 1,58 
N4DPiUT 12,1 ng/uL 0,242 2,07 
N4EPuUT 44 ng/uL 0,881 1,61 
N4FRiUT 38,3 ng/uL 0,766 1,62 
N5AInUT 24,9 ng/uL 0,491 1,74 
80 
N5BPuUT 91,8 ng/uL 1,836 1,82 
N6AB1UT 14,3 ng/uL 0,286 1,83 
N6BB2UT 26,6 ng/uL 0,538 1,57 
N7AHiUT 14,5 ng/uL 0,29 1,61 
N7BDerUT 3,7 ng/uL 0,073 1,45 
N7CBaUT 12,4 ng/uL 0,248 1,64 
N7DInUT 6,1 ng/uL 0,123 1,43 
N7ETonUT 14,6 ng/uL 0,296 1,52 
N7FPuUT 19,6 ng/uL 0,392 1,51 
N7GRiUT 15,5 ng/uL 0,31 1,62 
N7HPuUT 15,5 ng/uL 0,31 1,45 
N7IPuUT 9,9 ng/uL 0,203 1,49 
N8AGaUT 34 ng/uL 0,687 1,83 
N8BRiUT 37,8 ng/uL 0,772 1,84 
N8CNoUT 14,1 ng/uL 0,358 1,74 
N8DCoUT 9,6 ng/uL 0,192 1,6 
N8EPuUT 60,5 ng/uL 1,194 1,86 
N8FRiUT 40,5 ng/uL 0,811 1,22 
N8GRiUT 40,2 ng/uL 0,807 1,75 
N8HPaUT 30 ng/uL 0,618 1,83 
N8IBaUT 41,2 ng/uL 0,91 1,64 
N8JYeUT 34,8 ng/uL 0,765 1,7 
N8KCiUT 44,7 ng/uL 0,9 1,78 
N8LTrUT 7 ng/uL 0,14 1,4 
N8MCoUT 10,7 ng/uL 0,24 1,51 
 
Pruebas realizadas por el centro nacional de secuenciación genómica de la 
Universidad de Antioquía para lograr la detección molecular de Leishmania spp., a partir de 








10.5 Anexo 5. Calculo Kappa 
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